高速液体クロマトグラフィーによる食品中の農薬分析 by 六嶋, 紀子 et al.
平成11年12月(1999年) 7
高速液体 クロマ トグラフ ィーに よる食 品中の農薬分析
六嶋 紀子,安 部 尚子,岡 本まゆみ,近 藤陽太郎
Rapid and Simultaneous Determination of Pesticides in Foods 
     by High Performance Liquid Chromatography
Noriko Rokushima, Naoko Abe, Mayumi Okamoto and  YOtaro Kondo
  Reversed-phase high performance liquid chromatography (HPLC) using acetonitrile-water as a 
mobile phase and UV detection is performed for a rapid and simultaneous determination of 25 
pesticides of different types, namely organophosphorus, organochlorine, carbamates, triazines and 
nitroaniline in fruits, vegetables and tea leaves. The pesticides were extracted with acetone and 
then partitioned with dichloromethane. Clean-up of the samples was accomplished by open-column 
liquid chromatography with florisil. Eleven pesticides were detected from 22 among 35 samples. 
The detection limits of the present method were less than 0.001 //g/g.
1.は じ め に
 いま,日 本の農業では,多 くの種類の農薬が使用
されてお り,そ の数は国内で約300種 類,世 界では
約600～700種 類に上 ると言われている1)。害虫や病
原菌を殺す殺虫剤や殺菌剤,雑 草だけを選んで枯 ら
す除草剤,作 物の成長を早めた り抑制 した りする作
用や果実の落下を防 ぐ作用などをもつ植物成長調整
剤など,そ の用途はさまざまである。単位面積当た
りの農薬使用量は,ヨ ーロッパやアメリカの5倍 と
も6倍 とも言われている2}0
 この ように幅広 く使われている農薬は,野 菜や果
物では表面にそのまま付着 して残 るほか,吸 収 され
て可食部に移行 した りすると考えられている。家畜
のエサ となる穀類や草に農薬が残 ってお り,そ れを
食べた牛豚の肉や鶏卵,牛 乳から農薬が検 出された
ことが報告 されている。また,散 布された除草剤が
川や海 に流れ,魚 に濃縮 された りしていたとい う報
告 もある3)0
 農業労働の省力化,商 品価値の向上を目的に多用
されている農薬は,昆 虫や植物の生理機能 に障害を
与えて殺虫 ・除草の効果 を得るものであるが,人 も
虫 も,呼 吸や神経作用な どの生理機能の面では,本
質的な違いがあるわけではなく,構 造の基本単位が
京都女子大学家政学部食物栄養学科食品学第二研究室
細胞であることは,人 も植物 も同 じである。 したが
って虫や植物に毒性を示す ものは,人 に対 して も毒
牲を現す ことは言わば当然のことである。
 外 国では作物を収穫 したあ と輸 出するにあた っ
て,農 薬を使用す る(ポ ス トハーベス ト)な ど,我
が国 と異なつた使用形態 もある。 ポス トハーベス ト
農薬4)の 使用は,散 布か ら喫食までの期間が短 く,
使用場所が貯蔵倉庫などであ り,日 光 ・雨などによ
る分解 ・流失がないため,収 穫前 の農薬使用に比較
して,残 留が多 くな りやすい とい う問題点がある。
 最近の農薬の急性毒性は,低 毒性になってきてい
る。 しかし,し ば しば誤解されているように,人 畜
無害では決 してない。"農 薬 は生物に とって,本 質
的には毒である"と い うことには変わ りはない。 日
常,口 にする穀物,野 菜,果 物,魚 介類,肉 類か ら
飲料水にいた るまで,あ らゆ る食物に農薬が残留 し
ていると言われてお り,ご く微量であっても,毎 日
摂取 していると,ア レルギー疾患の素因にな った り,
ひ どければ癌などの病気になった りす ると言われて
いる。 このため,農 薬の使用や,食 品への残留につ
いての規制が食品衛生法及び,農 薬取締法に基づい
て行われてお り,関 心が高まっている。また,近 年,
環境中に微量存在 し,生 体内でホルモンに似た働き
を行って,内 分泌系を撹乱す る化学物質(環 境ホル
モン)と して幾つかの農薬が疑われている5)0
 この研究では,私 たちが 日常 口に してい る野菜や
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果物，茶葉類に残留している農薬を，高速液体クロ
マトグラフィーを用いて，系統的にかつ，迅速に分
析する方法を確立し，農薬残留の実態を明らかにす
ることを目的とした。
l.実験方法
1.試料
平成7年4月から平成10年3月の聞に京都市内で
市販された農産物を分析した6，7，九分析した試料の
内訳は以下の通りである。
いんげん，かし、われだいこん，カリフラワー，菊
菜，きぬさや，キャベツ，きゅうり，巨峰，ごぼう，
サニーレタス，しょうが，たまねぎ，トマト，白菜，
ブロッコリー，なし，なす，にんじん，ねぎ，ピー
マン，ほうれん草，みかん， りんご，れんこん， レ
タス，宇治茶，玄米茶，麦茶の国産品28種と，アス
パラガス，キウイフルーツ，スウィーティー，ネー
ブルオレンジ，パナナ， レモン，紅茶の外国産品7
種類，合計35種類を対象とした。
2.試薬
市販の残留農薬試験用または特級品を用いた。今
回の試験に用いた農薬標準品 (25種)は東ソー側よ
り提供されたものであり，以下にそれらの特徴9)を
示した。
1)アシュラム Asulam(カーパメート系除草剤): 
芝，桑畑の一年生雑草，牧草地のギシギシ類に適用
される。非農耕地の除草にも使われる。
2) DDVP Dichlorvos (有機リン系殺虫剤) :接
触毒，食毒，ガス毒として作用し，野菜のアオム、ン，
アブラムシ，コナガ，ヨトウムシ，みかんのイセリ
ヤカイガラムシ，なしのシンクイムシ，桑のカミキ
リムシ，メイガ，アメリカシロヒトリ，茶のハダニ
などに適用される。発熱剤と混合点火して，煙霧化
する慎煙剤は，ビニールハウスやトンネル栽培で、の
ハダニ，アブラムシや，貯蔵倉庫でのコクゾウムシ
などに適用される。家庭でも，ダニ退治用に慎煙剤
などが使われる。
3)シマジン Simazin(トリアジン系除草剤)
メヒシパ，カヤツリグPサ，タデ，スズメノテッポウ
など畑地や果樹園の一年生雑草に適用される。団地
や河川敷，ゴ、ルフ場などの芝地でもよく使われる。
4)メチダチオン Methidathion(有機リン系殺虫
剤) :野菜のアブラムシ，コナジラミ，果樹や茶，
花井のカイガラムシに適用される。
5)ダイアジノン Diazinon(有機リン系殺虫剤)
有吉のニカメイチュウ，ウンカ，ツマグロヨコバイ，
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野菜のアオムシ，コナガ，アブラムシ，果樹のシン
クイム、ン，ハマキムシ，カイガラムシなどに適用さ
れる。安全使用基準によれば夏みかん，かぶ，しゅ
んぎく，茶に使用しないとある。防疫病として，
エ，カ，ノミ，ゴキブリなどに適用される。
6)メプロニル Mepronil(酸アミド系殺菌剤)
イネの紋枯病，麦・芝のさび病，雪腐菌核病，じゃ
がし、もの黒あざ病，なしやりんごの赤星病，野菜の
苗立枯病などの防除に用いる。リゾクトニア菌など
の担子菌に属する病原菌に特異的に高い抗菌活性を
有する。
7)フェニトロチオン Fenitrothion(有機リン系
殺虫剤) :接触毒及び食毒として作用する。稲のニ
カメイチュウ，ウンカ，ツマグロヨコパイ， ミナミ
アオカメムシ，野菜のアオム、ン，アブラムシ，果樹
のシンクイムシ，アブラムシ，茶のチャホソガ，松
のマダラカミキリムシ，桜のアメリカシロヒトリな
どに適用される。安全使用基準ではレタス，施設栽
培のイチゴに使用しないとなっている。家庭内のハ
エ，カ，ダニなどの駆除にもスプレー剤やタタミシー
トの形で用いられている。街路樹の害虫，下水道の
カ，ハエなどの駆除にも広く用いられている。
8)クロロタニル Clorothany1(有機塩素系殺菌
剤) :野菜や果樹のベト病，エキ病，灰色カピ病，
クロホシ病，ウドンコ病，タンソ病，芝のスソガレ
病などに適用される。ハウス栽培では，爆煙剤とし
て用いられる。多くの工業製品に殺菌剤として添加
されている。
9) EDDP Edifenphos (有機リン系殺菌剤) :稲
のイモチ病，ホガレ病などに適用される。
10)エチルチオメトン Disulfoton(有機リン系殺
虫剤) :ウンカ，ハダニ，アブラムシ等に適用され
る。使用上の注意に，エチルチオメトンを使っただ
いこんの間引き葉は，食用や飼料にしないようにと
いうのがある。
1)クロルピリホス Chlorpyrifos(塩素を含む有
機リン系殺虫剤) :りんごゃなしのアブラム、ン，ハ
マキムシ，シンクイムシ，樹木のアメリカシロヒト
リに適用される。シロアリ駆除用にも販路が拡大さ
れている。
現在，日本には，農産物に対する農薬の残留基準
は2種類あり，その lつは，食品衛生法に基づいて
厚生省が決めた「農薬残留基準」である。これは「食
品・食品添加物等規格基準jの一部になっていて，
53種類の作物について， 26種類の農薬の基準値が設
定されている。この基準に合致しないものは，食品
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としての規格に適合しないから，これを輸入し，加
工し，使用し，調理し，保存しまたは販売をして
はならないとされている。本実験で用いた25種類の
農薬のうち， 6種類 (DDVP，キャプタン，フェニ
トロチオン，ダイアジノン， EPN，クロルピリホ
ス)については，農薬残留基準が設定されている。
もうひとつの基準としては，農薬取締法に基づいて
環境庁が設定した「登録保留基準」がある。これは
約250種類の農薬に設定されているが，あくまでも
参考値であり，残留基準のように市場農産物の検査
を実施する義務もなく，基準を越えても何の罰則も
ない。また厚生省が設定する残留基準は登録保留基
準に優先するとされ，新しく残留基準が決められる
と自動的に登録保留基準も改められることになって
いる。
農薬標準混合試薬 A (6種混合) :チウラム，
イソプロチオラン，プロピザミド，ペンスリド， ト
リクロフォスメチル，ベンディメタリンを各々 100
μg/mlの濃度になるようにアセトニトリルで調製
した。
農薬標準混合試薬 B (4種混合) :ナプロパミ
ド，アルトラニル，メプロニル，ブタミフォスを各
々 100μg/mlの濃度になるようにアセトニトリル
で調製した。
農薬標準混合試薬 C (6種混合) : DDVP，メチ
ダチオン， EDDP，エチルチオメトン，ベンフラカ
ルブ， EPNを各々 100μg/mlの濃度になるように
アセトニトリルで、調製した。
農薬標準混合試薬 D (9種混合) :アシュラム，
シマジン，キャブタン，フェニトロチオン，ダイア
ジノン，クロロタニル，イソフェンフォス，イソキ
サチオン，クロルピリホスを各々 100μg/mlの濃
度になるようにアセトニトリルで、調製した。
3.装置
高速液体グロマトグラフ:東ソ一暢 SC・8010送
液ユニット付，紫外可視検出器;東ソ一暢 UV・
8010 
4.高速液体クロマ卜ゲラフィ一 (HPLC)測定条
件
カラム:東ソ一樹 TSK-gelEnviropak G1 (6.0 
mm I.D. x 150mm)，溶離液;50 mM KH2PU4-
CH3CN(50 : 50 v/v) ，流速;1. 0 ml/min，カラム
槽温度;40oC，検出波長;210 nm。
5.検量線の作成
それぞれの農薬標準品 10mgをアセトニトリル
に溶かして 10mlとし，農薬標準原液(lmg/ml) 
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を調製した。これを適当に希釈しこの 20μlを高
速液体クロマトグラフに注入し，得られたピーク面
積と濃度によりそれぞれの農薬量を求めた。
6.分析操作法
試験溶液の調製:検体 20gにアセトン 200mlを
加え， 10分間放置し， ミキサーで5分粉砕した後セ
ライトを敷いて吸引ろ過した。ろ紙上の残留物にア
セトン 50mlを加え，軽く撹持した後，吸引ろ過し
て，ろ液を合わせ，ロータリーェパポレーターを用
いて減圧下アセトンを留去した。これにジクロロメ
タン 100ml及び 5%塩化ナトリウム溶液 200mlを
加え，分液漏斗を用いて 5分間激しく振り混ぜた後，
ジクロロメタン層を分取した。さらに水層にジクロ
ロメタン 100mlを加え，同様の操作をし，ジクロ
ロメタン層を合わせ，無水硫酸ナトリウムで脱水し
た後，セライトを敷いて吸引ろ過しロータリーエ
パポレーターを用いて減圧下ジクロロメタンを留去
した。この残留物にジクロロメタンを加え約 3m}
の濃縮液とした。内径 2cm，長さ 20cmのガラス
カラムにフロリジル 10g，次いで無水硫酸ナトリ
ウム 2gをジクロロメタンによる湿式法で充填し
た。このカラムをジクロロメタン 20mlで洗った後
上記濃縮液を加え，ジクロロメタン 100mlで溶出
した。ロータリーェパポレーターを用いてジクロロ
メタンを留去した。得られた残留物にメタノールを
加え，メスフラスコに移し，全容を正確に 2mlと
した。この溶液をろ過し， これを試験溶液とし
た10，11)。
検出闘値の確認:農薬混合試薬の濃度を 10，5， 
1， 0.5， 0.1μg/mlにそれぞれ調製して， HPLC分
析を行い，どの濃度まで本装置で検出可能かを試験
した。測定対象農薬 (25種)の本装置での検出限界
は0.001μg/gであった。
7.添加回収試験
細切した無農薬野菜(なす及びにんじん)20 g 
に各種農薬標準混合試薬 (0.1mg/ml)を添加し，
アセトン 200mlを加え10分放置後，抽出回収操作
を行い， HPLC分析により添加回収率を求めた(表
1 )。
il.結果と考察
試験溶液中の農薬は HPLCカラムで分離した後，
各農薬の分子構造中の二重結合部分が特有の UV
吸収を持ち，紫外可視検出器で検出されるためこの
強度を利用して定量できるとし、う原理に基づいて行
った。上記の条件で農薬標準混合試薬を60分以内に
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表 1 なすおよびにんじん試料調製物からの添加標
準農薬回収率
回収率(%)
農薬
なす にんじん
アシュラム 10 77 
DDVP 32 82.1 
シマジン 124.3 85.6 
チウラム 54.3 75. 1 
メチダチオン 86.4 74.7 
キャプタン 87.3 97 
ナプロパミド 89 73.9 
イソプロチオラン 105.3 118.2 
フ/レトラニノレ 84.1 74 
プロピザミド 102.8 82.6 
メプロニル 100.2 79.3 
フェニトロチオン 85.3 85.1 
ダイアジノン 68.3 67 
ペンスリド 113.1 170.8 
グロロタニノレ 84.8 88.1 
EDDP 97.6 84.4 
イソフェンフォス 94.9 70.3 
エチルチオメトン 52.7 80.9 
トリクロフォスメチル 87.4 79.5 
ブタミフォス 77.1 415. 1 
イソキサチオン 134 254.9 
ベンフラカルブ 180 365.8 
EPN 96.7 106 
クロノレピリホス 90.6 278.3 
ベンディメタリン 90.1 404.4 
分離することが可能であった。試料由来の成分を除
去する前処理方法には(1)有機溶媒による抽
出12，13，14)， ( 2)オープンカラムクロマトグラ
フィー12，14)，(3)ゲルろ過12，13，15)，(4) クロマトグ
ラフ用担体を予め充填したプラスチックカートリジ
による園相抽出12，16，17)， (5)超臨界点抽出12，18)な
どがある。今回の前処理法は今まで広く利用されて
きて，標準法となっている有機溶媒による抽出と
オープンカラムクロマトグラフィー(充填剤:フロ
リジル)を組み合わせたものとした。無農薬のなす
とにんじんを用いた農薬25種の添加回収実験結果を
表 1に示す。アシュラム， DDVP，チウラム，エチ
ルチオメトンについては回収率が低く，これは農薬
が試料成分に吸着するためではないかと考えられ
る。ペンスリド，イソキサチオン，ベンフラカルブ
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は試料成分に由来する妨害ピークの保持時間と重な
るため全体的に回収率が高くなった。また，ブタミ
フォス，クロルピリフォス，ベンディメタリンは使
用した試料の種類により，その妨害ピークと重なる
ことを示している。この傾向は特に緑黄色野菜につ
いて顕著であると思われる。その他の農薬の回収率
は約70"-'110%と良好であった。例としてバナナ(果
肉)のクロマトグラムを図1に，農薬標準混合試薬
D (9種混合)を図2に示す。また，野菜，果物，
茶葉類の農薬残留分析結果を表2に示す。
農産物35種について分析を行った結果，その内22
の食品から1種類の農薬が検出された。検出された
農薬を農薬残留基準および登録保留基準と比較する
と，アシュラムは 0.2μg/g以下とされているが，
ピーマンでは4倍，たまねぎで2.3倍の濃度で検出
された。 DDVPは 0.1μg/g以下とされているが，
キウイフルーツ(果肉)では基準値の15倍，きゅう
りでは19倍，巨峰(果肉)では11倍，白菜では6倍，
ブロッコリーでは5倍，アスパラガスでは6倍， り
んごの果肉では3倍，皮では7倍，ネーブルの果肉
では10倍，皮では15倍の濃度検出された。シマジン
は検出されないこととされているが，きゅうりで
0.42μg/g，にんじんで 0.2μg/g，いんげん，巨峰
(果肉)でも検出されている。メチダチオンは 0.2
μg/g以下とされているが，グレープフルーツ(皮)
で18倍の濃度検出された。フェニトロチオンは 0.2
μg/g以下とされているが， トマト(果肉)では1.
8倍，パナナ(果肉)では2.5倍， りんご(果肉)で
はl倍の濃度で検出された。ダイアジノンは 0.1μ
g/g以下とされているが， トマト(皮)で40倍の濃
度で検出された。エチルチオメトンについては， O. 
1μg/g以下とされているが，白菜からは基準値の
14倍の濃度で検出されている。その他の農薬が検出
された農産物については，基準値が設定されていな
いか，基準値以内であった。
本実験の残留分析では，一般に広く用いられると
思われる農薬25種類を限定して測定対象としている
ため，本実験で不検出であったとしても，その他の
農薬が残留している可能性があり，安心はできない。
また，試験溶液の精製時にフロリジル処理により，
試料固有の成分を取り除いたが， HPLC分析結果
をみると，試料由来のピークと農薬のピークが重な
って検出されているものがあった。前述した特に回
収率が高くなり問題のある農薬についてはデータと
して取り扱わなかった。その他の農薬についても分
析結果の数値はピーク面積の比較により算出した値
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農薬標準混合試薬 D (9種混合)の高速液体クロマトグラム
①アシュラム;②シマジン;③キャプタン;④フェニトロチオン;⑤ダイアジノン;
⑥クロロタニル;⑦イソフェンホス;⑧イソキサチオン;⑨クロルピリホス
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図1
め
本研究では，日常私たちが口にしている野菜や果
物，茶葉に残留している農薬を，高速液体クロマト
グラフを用いて，系統的にかつ，迅速に分析するス
クリーニング法を確立し，農薬残留の実態を明らか
にすることを目的として，京都市内で市販されてい
た農産物を試料として分析を行った。まず，試料を
細切した後，アセトンで抽出を行い，ジクロロメタ
ンに転溶した後，塩化ナトリウム溶液で洗浄し， 乙/
と
?
N. 
であるので，実際の残留量より幾分高い値として検
出されるものがあると考えられる。妨害ピークが非
常に多く農薬ピークと重なり，本法のみでは確認が
困難な試料の場合は試験溶液をさらにガスクロマト
グラフィ一一質量分析計を用いて確認することが，
誤認を防ぐ上で大切であると考えられる。以上の結
果から，オープンカラムを用いた本法は，し、くつか
の農薬の測定に不具合がある場合が考えられるもの
の，残留農薬の一斉分析法としては，安価で簡便・
迅速な測定方法であると考えられる。
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? ? ?
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0.0 
口
冨
20.0 
40.0 20.0 
[TIME] 
パナナ(果肉)の高速液体クロマトグラム
図中の保持時間14.82分に現れたピークは図1の標準農薬保持時間と比較すると14.82分に
現れたフェニトロチオンと同一物質と考えられる。
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クロロメタン層を回収，減圧濃縮した。濃縮液をフ
ロリジルカラムで精製し，溶出液を減圧濃縮し，メ
タノールに溶解して試験溶液とした。これを紫外可
視検出器を装着した高速液体クロマトグラフで測定
した。測定対象農薬は，有機リン系殺菌剤，有機リ
食物学会誌・第54号
ン系殺虫剤，有機塩素系殺菌剤，フタルイミド系殺
菌剤， トリクロルピリジル系殺虫剤，カーパメート
系除草剤，ジチオカーパメート系殺菌剤， トリアジ
ン系除草剤などの25種とした。市販の農産物35種に
ついて分析を行った結果，そのうちの22種の農産物
表2 農産物中の残存農薬濃度
農薬 農産物 残留濃度 (μgjg) 残留基準値 (μgjg)
アシュラム なし(皮) 0.52 0.5 
ヒーマン 0.78 0.2 
たまねぎ 0.45 0.2 
キウイフルーツ(果肉) 0.1 0.2 
キウイフルーツ(皮) 0.04 0.5 
DDVP キウイフルーツ(果肉) 1. 55 0.1 
きゅうり 1. 92 0.1 
巨峰(果肉) 1.1 0.1 
白菜 0.57 0.1 
ブ、ロッコリー 0.52 0.1 
アスパラガス 0.63 0.1 
ほうれん草 0.08 0.1 
りんご(果肉) 0.29 0.1 
りんご(皮) 0.68 0.1 
ネーブルオレンジ(果肉) 0.93 0.1 
ネーブルオレンジ(皮) 1. 45 0.1 
シマジン キウイフルーツ(皮) 0.94 
いんげん 0.58 ND 
巨峰(果肉) 1. 03 
巨峰(皮) 0.93 
きゅうり 0.42 ND 
にんじん 0.2 ND 
メチダチオン いんげん 0.15 0.2 
グレープフルーツ(皮) 3.52 0.2 
宇治茶 0.81 
ダイアジノン トマト(皮) 4.09 0.1 
メプロニル レモン(皮) 5.02 2 
フェニトロチオン トマト(果肉) 0.35 0.2 
パナナ(果肉) 0.49 0.2 
りんご(果肉) 0.21 0.2 
りんご(皮) 0.13 0.2 
麦茶 0.57 
クロロタニノレ キウイフルーツ(皮) 0.11 
EDDP 玄米茶 0.15 
紅茶 0.49 
エチルチオメトン 白菜 1. 43 0.1 
クロノレピリフォス キウイフルーツ(皮) 0.59 
注)暫定許容量 :ND;不検出， ，設定値なし
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から， 1種の農薬が検出され，中には規格基準を越，
えて農薬が検出されたものもあり，同一検体から複
数の農薬が検出されるものもあった。複数の農薬を
同時に摂取した場合，相乗的に毒牲が増大すると言
われていることから，喫食上注意を要すると懸念さ
れ，より詳細な検討が必要であると考えられるが，
本法は幾分精度に問題はあるものの，残留農薬の一
斉分析法とすると，安価で簡便・迅速な測定方法で
あると考えられる。
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